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論文内容の要旨
脳血管疾患は日本の死因別死亡者数第 4 位の疾患である。脳血管疾患には脳梗塞、脳内出血、
くも膜下出血などが含まれ、なかでも脳梗塞は要介護認定を受ける原因の中で最も多くの患者数
を有する疾患である。このように脳梗塞は、その後遺症による患者の QOL の低下だけでなく、
患者家族の負担増大も大きな問題となる疾患である。脳梗塞は血栓や塞栓により脳動脈が閉塞す
ることで発症する。血管閉塞により、その支配領域が虚血状態に陥ると酸化ストレスや栄養因子
欠乏、興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸の大量遊離が誘発される。虚血によるグルタミン
酸遊離は、その受容体を介して神経細胞内への過剰な Ca2+ 流入を誘導し、Ca2+ 依存性のプロテ
インキナーゼやプロテアーゼの活性化に起因する神経細胞死を惹起する。
神経細胞は脂質の供給をグリア細胞からのリポタンパク質による輸送に頼っており、中枢神経
系ではアポリポタンパク質 E を含むリポタンパク質 (LP) がその中心的役割を担っている。その 
LP を細胞内に取り込むのが low density lipoprotein (LDL) 受容体ファミリーに属する受容体であ
る。これらの受容体は中枢神経系に豊富に発現しており、細胞内に脂質を取り込むだけでなくシ
グナル受容体としても機能する。これまでの研究で、LDL 受容体ファミリーのひとつである LDL 
receptor-related protein 1 (LRP1) は初代培養網膜神経節細胞で細胞内シグナル伝達を誘導し、栄養
因子欠乏およびグルタミン酸誘導性神経細胞死を抑制することが明らかとなっている。しかしな
がら、脳神経における LRP1 の病態生理学的役割は明らかになっていない。 
プロタンパク質転換酵素 (proprotein convertase : PC) は Ca2+ 依存性のセリンプロテアーゼであ
り、不活性なタンパク質前駆体を活性体へと変化させる。PC はホルモンや神経ペプチド、成長
因子など、様々な因子の成熟化に関与している。PC の中でも furin は主にトランスゴルジネット
ワーク (trans Golgi network : TGN) に存在し、特定のアミノ酸配列を標的として切断する。特に、
中枢神経系では脳由来神経栄養因子 (brain derived neurotrophic factor : BDNF) や LRP1 の成熟化
に関与する。しかしながら furin の脳血管疾患での役割は明らかになっておらず、解明すべき課
題である。 
そこで本研究では LRP1 および furin に着目し、それらの病態生理学的意義を検討することと
した。第 1 章では、初代培養大脳皮質神経細胞およびラット脳梗塞モデルでの LRP1 を介した
神経保護効果および虚血性神経障害時の LRP1 の変化について検討した。第 2 章では、虚血性
神経障害時の LRP1 の変化に対する furin の役割を検討し、第 3 章では furin 阻害薬の虚血性
神経障害に対する効果を検討した。 
 
第 1 章 大脳皮質神経細胞の虚血性神経障害による LRP1 の変化 
 
グルタミン酸は記憶の形成などに関与する内因性神経伝達物質であるが、虚血などの刺激によ
り大量に放出されると興奮性の神経障害を誘導する。イオンチャネル共役型グルタミン酸受容体
の中でも N-methyl-D-aspartate (NMDA) 受容体は脳虚血などの急性神経疾患の細胞死にも寄与し
ている。当研究室は、LP の結合による LRP1 の活性化が、網膜神経節細胞の細胞死に対し保護
効果を発揮することを報告している。この神経保護機構のひとつとして、LRP1 を介したアポト
ーシスの抑制機構を明らかにしている。第 1 章では、脳梗塞病態時の神経障害に対する LRP1 を
介する神経保護効果を、初代培養大脳皮質神経細胞およびラット脳梗塞モデルを用いて検討した。 
 
本研究では初代培養大脳皮質神経細胞死に対して、グリア細胞由来 LP は保護効果を示さなか
った。そこで NMDA 障害後の大脳皮質神経細胞の LRP1 の変化を検討した結果、細胞外ドメイ
ンである α-chain が減少し、細胞内ドメイン (intracellular domain : ICD) が著しく増加した。また、
蛍光免疫染色法で各タンパク質の局在を検討した結果、通常、細胞全体に α-chain および ICD を
含む β-chain がスパイン様に観察されたが、NMDA 障害によって α-chain は神経突起上で観察さ
れなくなり、ICD は核の周辺に集積する傾向が観察された。次に、ラット脳梗塞モデルを用いて 
LRP1 の変化を検討した。その結果、初代培養大脳皮質神経細胞と同様に脳梗塞領域の LRP1 
α-chain は非梗塞領域と比較して減少し、その一方で ICD が著しく増加していた。 
 
本研究の in vitro および in vivo の結果より、脳神経では、視神経で観察されたような LRP1 に
よる保護効果は観察されず、その原因として虚血性障害で誘導される LRP1 の切断による機能不
全が考えられた。NMDA 受容体を介する神経障害は様々な中枢神経疾患の病態形成に寄与してい
ることから、LRP1 の機能不全の機序解明とその病態生理学的意義に対する多角的考察は治療困
難な中枢神経系疾患に対する治療法開発に有益な波及効果をもたらすものと考えられる。 
 
第 2 章 虚血性神経障害時の LRP1 の変化に対する furin の役割 
 
LRP1 は直鎖の前駆体タンパク質として合成され、TGN で furin によって、リガンド結合ドメ
インを持つ α-chain と、膜貫通ドメインおよび ICD を含む β-chain に切断される。この 2 つの 
chain は共有結合し、膜 1 回貫通型受容体として膜上で機能する。成熟した LRP1 は matrix 
metalloproteinase (MMP) や γ-secretase および furin などの酵素によって段階的にさらに切断され 
α-chain の遊離および ICD の産生が誘導される。第 2 章では、LRP1 の切断に関わる因子および
切断後の LRP1 の局在変化を明らかにすることを目的とした。 
 
本研究の NMDA による神経障害は Ca 2+ 依存性であるため、NMDA 処置による大脳皮質神経
細胞の LRP1 の変化と、それに対する Ca 2+ 依存性タンパク質分解酵素である calpain の阻害薬
の効果を検討した。その結果、NMDA 処置による LRP1 の変化は calpain 阻害薬の影響を受け
なかった。次に、NMDA 処置による LRP1 の切断機序を明らかにするために、 furin、MMP お
よび γ-secretase 阻害薬の影響を解析した。その結果、furin 阻害薬が NMDA 処置後の α-chain の
減少と ICD の産生を抑制した。蛍光免疫染色の結果も同様に、NMDA 処置による LRP1 の局在
変化が furin 阻害薬によって抑制されることを示した。また、脳梗塞モデルの免疫組織染色の結
果から、初代培養細胞と同様に LRP1 β-chain または ICD が TGN に局在することが示された。 
 
本研究は脳梗塞後のリポタンパク質受容体の病態生理学的変化を明らかにし、特に神経細胞の 
LRP1 および furin の NMDA 障害による変化と神経生存に関わる役割を示した。今後、LRP1 ICD 
の病態生理学的役割や furin の in vivo での機能を解明することで、新たな脳梗塞治療薬の開発に
貢献できると考えられた。 
 
第 3 章 Furin 阻害薬 の神経保護効果 
 
Ca 2+ 依存性システインプロテアーゼである calpain は、通常時は基質の限定分解により細胞機
能や細胞骨格形態を調節するが、虚血性神経障害時の Ca2+ 過剰流入によって活性化されると下
流の細胞障害経路が誘発され細胞死を誘導する。本研究ではこれまでに LRP1 が NMDA 誘発神
経細胞の生存維持に重要な因子であり、その機能不全が神経細胞障害を惹起している可能性を示
唆してきた。LRP1 の切断により細胞死誘導に関与すると報告されている LRP1 ICD が NMDA 
処置後早期の神経細胞で著しく増加することから、この切断を抑制することで神経細胞死を抑制
できる可能性が考えられる。そこで第 3 章では、虚血性脳血管障害に対する furin 阻害薬の効果
を検討し、新たな治療標的の提示を試みた。 
 
本研究で NMDA 障害による LRP1 の切断に関わることが明らかとなった furin の阻害薬に
ついて検討した結果、細胞生存率の低下を濃度依存的に抑制した（Fig.1）。さらに NMDA 障害に
よる calpain 活性化に対する furin 阻害薬の影響を検討した結果、furin 阻害薬は calpain 活性を
抑制した (Fig.2)。これらのことから、furin 阻害薬が calpain 活性を抑制することにより NMDA 
障害に対し、保護効果を発揮する可能性が明らかとなった。 
  
 
総括 
 
以上より、本研究は神経細胞でのリポタンパク質受容体、特に LRP1が脳梗塞病態で切断され
機能不全を引き起こす可能性を提示した。また、この LRP1 切断による細胞内および細胞外ドメ
インの局在変化を明らかにし、切断に関わる furin の役割を明らかにした。さらに furin 阻害薬
の神経保護機構の一端を解明し、脳梗塞治療薬開発につながる有益な知見を見出した。 
 
 
研究成果の掲載雑誌 
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Scientific Reports, 8 (1): 5212 (2018). 
 
Fig.1 Effect of furin inhibitor 
on NMDA-induced cell injury. 
Fig.2 Effect of furin inhibitor on NMDA-induced 
activation of calpain. 
論文審査の結果の要旨 
 
脳梗塞は、その後遺症による患者の QOL の低下だけでなく、患者家族の負担増大も大きな問
題となる疾患である。血栓や塞栓により脳動脈が閉塞することで発症する脳梗塞では、閉塞され
た血管の支配領域が虚血に陥り、酸化ストレスや栄養因子欠乏、興奮性神経伝達物質グルタミン
酸の大量遊離が誘発される。虚血によるグルタミン酸遊離は、その受容体を介して神経細胞内へ
の過剰な Ca2+ 流入を誘導し、Ca2+ 依存性のプロテインキナーゼやプロテアーゼの活性化に起因
する神経細胞死を惹起する。 
これまでの研究で、low density lipoprotein (LDL) 受容体ファミリーのひとつである  LDL 
receptor-related protein 1 (LRP1) は初代培養網膜神経節細胞で細胞内シグナル伝達を誘導し、栄養
因子欠乏およびグルタミン酸誘導性神経細胞死を抑制することが明らかとなっている。しかしな
がら、脳における LRP1 の病態生理学的役割は明らかになっていない。プロタンパク質転換酵素 
(proprotein convertase : PC) は Ca2+ 依存性のセリンプロテアーゼであり、不活性なタンパク質前駆
体を活性体へと変化させる。PC はホルモンや神経ペプチド、成長因子など、様々な因子の成熟
化に関与している。PC の中でも furin は主にトランスゴルジネットワーク (trans Golgi network : 
TGN) に存在し、特定のアミノ酸配列を標的として切断する。本研究は LRP1 および furin に着
目し、脳梗塞病態における、それらの病態生理学的意義を検討することとした。 
第 1 章では、初代培養大脳皮質神経細胞およびラット脳梗塞モデルでの LRP1 を介した神経
保護効果および虚血性神経障害時の LRP1 の変化について検討した。その結果、脳では視神経で
観察された LRP1 による保護効果は発揮されず、その原因として虚血性障害で誘導される LRP1 
の切断が考えられた。また、NMDA 障害後の大脳皮質神経細胞の LRP1 の変化を検討した結果、
細胞外ドメインである α-chain が減少し、細胞内ドメイン (intracellular domain : ICD) が著しく増
加した。さらに、蛍光免疫染色法で各タンパク質の局在を検討した結果、通常、NMDA 障害によ
って α-chain は神経突起上で観察されなくなり、ICD は核の周辺に集積する傾向が観察された。
NMDA 受容体を介する神経細胞障害は様々な中枢神経疾患の病態形成に寄与していることから、
LRP1 の機能不全の機序解明とその病態生理学的意義に対する多角的考察は中枢神経系疾患に対
する治療法開発に有益な波及効果をもたらすものと考えられる。 
そこで第 2 章では、大脳皮質神経細胞における虚血性障害の LRP1 の切断に対する furin の
役割を検討した。はじめに、furin、matrix metalloproteinaseおよび γ-secretase阻害薬の LRP1の切
断および ICD の細胞内局在に及ぼす効果を検討した結果、furin 阻害薬のみが NMDA 処置後の 
α-chain の減少と ICD の産生を抑制した。免疫組織染色の結果も同様に、NMDA 処置による 
LRP1 の局在変化が furin 阻害薬によって抑制されることを示した。また、脳梗塞モデルの免疫
組織染色の結果から、初代培養細胞と同様に LRP1 β-chain または ICD が TGN に局在すること
を明らかにした。 
第 3 章では大脳皮質神経細胞の虚血性障害に対する furin 阻害薬の効果を検討した。その結果、
furin 阻害薬は細胞生存率の低下を濃度依存的に抑制し、さらに NMDA 障害による calpain 活性
化を間接的に抑制することを明らかにした。 
以上、本研究では大脳皮質神経細胞でのリポタンパク質受容体、特に LRP1 が脳梗塞病態で切
断され機能不全を引き起こす可能性を提示した。また、この LRP1 切断による細胞内および細胞
外ドメインの局在変化を明らかにし、切断に関わる furin の病態生理学的役割を明らかにした。
さらに本研究成果は、furin 阻害薬の大脳皮質神経細胞障害に及ぼす保護機構の一端を解明し、新
たな脳梗塞治療薬の開発に有益な知見を与えるものといえる。したがって、本申請論文は、博士
（薬学）の学位論文として相応しいものと判断する。 
